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摘要 : 肌肉 生长 抑制 素 (myostatin, MSTN) 属于 转化 生长 因子 BCTGF-B) 超 家 族 中 的 一 个 成 员 , 是 骨骼 肌 生 1 
发 育 的 负 调 控 因 子 。 该 文 以 黄河 裸 裂 凤 鱼 肌肉 总 RNA 为 模板 , 采用 RT-PCT. 5-RACE 和 3-RACE 法 获得 MSTN 
基因 全 长 cDNA 序列 为 2 180 bp, 包含 长 为 1128 bp 的 开放 阅读 框 , 编码 375 个 氨基 酸 。 以 肌肉 总 DNA 为 模板 ， Ñ 
过 PCR 法 进一步 获得 了 MSTN 基因 的 2 个 内 含 子 序列 , 分 析 表 明 , 黄河 裸 裂 册 鱼 MSTN 基因 与 其 他 次 椎 动物 县 
相似 的 基因 结构 (包括 3 个 外 显 子 和 2 个 内 含 子 )。 黄 河 裸 裂 所 鱼 MSTN 具有 咨 椎 动物 MSTN 的 共同 序列 特征 , 含 
有 1 个 蛋白 酶 水 解 位 点 RXXR 和 8 个 位 于 TGF-B 功能 区 域 保 守 的 半 胱 氮 酸 残 基 。 氮 基 酸 序列 同 源 性 分 析 表 明 ， 黄 
MARR Duta MSTN 序列 与 其 他 鲤 科 鱼 类 MSTN 具有 较 高 的 同 源 性 ; 而 与 哺乳 动物 和 禽类 的 MSTN 同 源 性 较 低 。 
系统 发 育 分 析 表 明 ,， 黄 河 裸 裂 瓜 鱼 MSTN 与 其 他 鲤 科 鱼 类 聚 于 同一 进化 文 。RT-PCR 分 析 表 明 ， 该 基因 在 黄河 裸 裂 
pitt 9 个 被 检 组 织 中 均 有 表达 , 但 在 心 、 肾 、 肠 、 精 集中 表达 量 较 高 。Real-Time PCR 分 析 显 示 , MSTN 基因 在 胚 
台中 的 相对 表达 量 ， 随 豚 胎 发 育 阶段 的 不 同 而 有 所 差异 ,暗示 MSTN 的 功能 可 能 并 不 局 限 在 对 肌肉 生长 发 育 的 负 
调控 作用 ， 可 能 还 有 其 他 功能 。 
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中 图 分 类 号 : Q959.468; Q344.13; Q786 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)05-0473-08 

































































三 






















































































































































































































































































































































































cDNA cloning and expression analysis of MSTN gene 
from Schizopygopsis pylzovi 
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Abstract: Myostatin (MSTN) is a member of the TGF-B superfamily that acts as a negative regulator of skeletal 
muscle growth. A full-length, 2180 bp, cDNA sequence of the myostatin gene from Schizopygopisis pylzovi was cloned 
with RT-PCR,5'-RACE and 3'-RACE and the cDNA clone included a 1128 bp ORF, encoding a 375 amino acid peptide. 
Using PCR, we obtained the sequences of two introns of the MSTN gene and found that its structure in Schizopygopsis 
pylzovi was similar to that of other vertebrates, including three exons and two introns. Likewise, the putative MSTN 
peptide of Schizopygopsis pylzovi contains a conserved RXXR proteolytic cleavage domain, and 8 conserved cysteine 
residues in the C terminal of the protein, similar to other vertebrates. Phylogenetic analysis showed that the MSTN of 
Schizopygopsis pylzovi has high homology with other cyprinid fishes, but a low homology with mammals and birds. In 
the 9 examined tissues, the MSTN gene was highly expressed in heart, kidney, intestine and spermary, while weakly 
expressed in muscle, brain, fat, gill and hepatopancreas. Quantitative real-time PCR analysis showed that the expression 
of MSTN gene was different during embryo development, suggesting that the fish MSTN may not only play roles in 
muscle development but also contribute to other biological functions. 
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3 in] ERR DL ff (Schizopygopsis pylzovi) sk Jes f JE: 
H (Cypriniformes) fl 科 (Cyprinidae) Z& Jf f& WV. 科 
(Schizothoracinae), 广泛 分 布 于 青藏 高 原 东 北部 兰 
州 以 上 黄河 干 文 流 、 湖 泊 、 沼 泽 、 柴 达 木 水 系 以 及 
温水 河水 系 中 (Wu & Wu, 1991). ACT ZK GER BL. 
水 流 缓慢 、 水 底 多 砾石 的 水 域 , 通常 以 浮游 动 植物 
或 底 栖 动 植物 为 食料 ,在 青藏 高 原 淡水 生态 系统 的 
食物 链 中 具有 重要 的 地 位 。 同 其 他 裂 腹 鱼 亚 科 鱼 类 
一 样 ， 黄 河 裸 裂 瓜 鱼 具有 生长 期 短 、 生 长 缓慢 、 
性 成 熟 迟 以 及 繁殖 力 低 等 典型 生物 学 特性 ， 加 之 
受 人 类 活动 和 环境 恶化 的 影响 ,近年 来 黄河 裸 裂 周 
鱼 种 群 数量 锐 减 , 栖息 水 域 明显 萎缩 (Qi et al, 
2007)。 目 前 对 黄河 裸 裂 反 鱼 的 研究 主要 集中 在 形态 
分 类 、 生 物 学 特性 、 遗 传 多 样 性 、 系 统 发 育 和 人 
工 繁殖 等 方面 (Wu, 1984; Wu & Wu, 1991; Qi et al, 
2007, 2008, 2009, 2012), ripe] Hn fe AE DS Thi ES 
究 仍 为 匮乏 。 

肌肉 生长 抑制 素 (myostatin，MSTN， 又 称 
GDF-8(growth differentiation factor 8), 是 McPherron 
et al(1997) 在 小 鼠 中 发 现 的 特异 性 骨骼 肌 生 长 发 育 
HWAT, 属于 转化 生长 因子 Bltransforming 
growth factor B, TGF-B) 超 家 族 成 员 之 一 。MSTN 同 
TGF-B 超 家 族 的 其 他 成 员 一 样 ， 转 录 产 物 先 翻译 合 
成 前 体 蛋 白 ， 其 中 包括 N- 末 端的 前 肽 区 、C- 末 端的 
成 熟 肽 区 和 信号 肽 区 等 3 部 分 , 在 N- 末 端 和 C- 末 端 
之 间 有 一 个 和 蛋白酶 解 加 工 位 点 (RXXR)。 成 熟 肽 在 
被 切割 后 可 负 向 调节 肌肉 的 生长 发 育 MSTN KHK 
在 骨骼 肌 中 可 与 MSTN 成 熟 肽 结合 ,抑制 MSTN 成 
熟 肽 的 活性 ,促进 肌肉 的 生长 。 MSTN 基因 过 度 表 
i^, 将 通过 下 调 MyoD. Myogenin mRNA 水 平和 下 
游 的 肌 酸 激酶 的 活性 ,可 逆 的 抑制 生 肌 的 过 程 ; 降 
低 MSTN 的 表达 水 平 ， 可 以 提高 MyoD 家 族 成 员 和 
肌肉 肌 酸 激酶 的 转录 ， 从 而 促进 生 肌 过 程 (Rios & 
Cmneiro, 2002)。Reisz-Porszasz et al (2003) 的 研究 证 
SK, MSTN 过 表达 的 转基因 鼠 肌 肉 量 和 心肌 重量 降 
低 、 肌 纤维 数量 和 肌 核 数量 减少 , 而 MSTN 基因 敲 
除 小 鼠 骨 骼 肌 比 正常 野牛 型 小 鼠 增加 2~3 倍 ,其 肌 
肉 细 胞 增生 、 肥 大 ,整个 身体 的 骨骼 肌 量 明 显 增加 ， 
其 胸肌 约 为 野生 型 小 鼠 的 262%(Patel & Amthor, 
2005)。 在 斑马 鱼 中 , 通过 RNAi 途径 ,给 斑马 鱼 受 
精 卵 注射 MSTN C- 端 dsRNA, S SUL f& 5 HJ 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































胎 的 增生 或 肥大 (Acosta et al, 2005)， 由 此 可 见 ， 
MSTN 对 鱼 类 肌肉 细胞 的 生长 、 发 育 也 有 着 重要 的 
调控 作用 。 

鉴于 MSTN 基因 对 动物 肌肉 生长 发 育 的 调控 作 
用 及 其 潜在 应 用 价值 ， 以 及 黄河 裸 裂 的 鱼 的 研究 现 
XR, 本文 对 黄河 裸 裂 记 鱼 MSTN 基因 特征 、 结 构 、 
组 织 表 达 特 异性 及 其 在 且 胎 发 育 中 的 相对 表达 水 
平 进行 了 初步 研究 ， 旨 在 为 黄河 裸 裂 拟 鱼 的 繁育 工 
作 积累 科学 数据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
LLI 样本 采集 ”黄河 裸 裂 周 鱼 采集 于 青海 省 苏 
只 黄河 鱼 类 增殖 站 , 用 于 MSTN 基因 克隆 和 组 织 半 
定量 RT-PCR 检测 。 黄 河 裸 裂 质 鱼 受 精 卵 在 水 温 
8.6-14.5 C, 溶 氧 7.8~8.4 mg/L 的 条 件 下 , 经 11 d 
ATHERE, 积温 为 158.2 Cd. 根据 胚胎 
发 育 特征 采集 卵 裂 期 、 圳 胚 期 、 原 肠 胚 期 、 神 经 胚 
期 、 器 官 形 成 期 、 尾 芽 期 、 肌 肉 效应 器 、 心 跳 期 以 
及 孵化 期 等 主要 发 育 时 期 的 受精 卵 , 用 于 检测 胚胎 
不 同 发 育 期 的 MSTN 基因 的 表达 水 平 。 
1.1.2 试剂 RNAiso Plus, PrimeScript II 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit, 5'-Full RACE Kit, 3'-Full RACE 
Core Set Ver2.0. TaKaRa Agarose Gel DNA 
Purification Kit Ver.2.0. pMDI9-T Vector. E. coli 
Competent Cells JM109. Premix Ex Taq"^ Version 
2.0. PrimeScript^ RT reagent Kit (Perfect Real Time). 
SYBR" Premix Ex Taq'" (Perfect Real Time) 为 宝生 
物 工 程 (大 连 ) 有 限 公司 产品 ， 其 他 试剂 均 为 进口 分 
装 或 国产 分 析 纯 。 

1.2 方法 

1.2.1 MSTN 基因 cDNA 序列 扩 增 ”利用 RNAiso 
Plus 提取 组 织 总 RNA。cDNA 第 一 链 的 合成 使 用 
PrimeScript II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂 盒 ， 
AEIR pf ULL. RNA 为 模板 , Oligo dT 为 反 
转录 引物 ， 按 试剂 盒 推荐 方法 进行 操作 。 根 据 
GenBank 登录 的 斑马 鱼 (Danio rerio, AY323521), fill 
(Cyprinus carpio, GQ214770) fI FA XV. Ef #3 (Labeo 
rohita, GQ332409) 的 MSTN 基因 序列 设计 一 对 引物 
MSTNF 和 MSTNR( 表 1), 用 于 扩 增 WMS7NcDNA 核 
心 片段 。 以 肌肉 cDNA 为 模板 利 
























































































































































































































































































































































































































































1 Premix Ex Taq® 
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Version 2.0 试剂 盒 进行 PCR 扩 增 。PCR 扩 增 程序 : 
94'C 预 变性 3 min; 98 'C 变 性 10 s, 55 CEK 30 s, 
72'C 延伸 1 min, 2535 循环 ; 最 后 一 循环 72 C. 续 
延伸 5 min. PCR. 扩 增 产物 经 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 后 , 用 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit 
Ver.2.0 产物 回收 试剂 盒 进行 回收 纯化 ， 然 后 克隆 至 
pMD19-T 载体 中 ,转化 感受 态 E. coli Competent 
Cells JM109, PCR 检测 阳性 克隆 后 送 生 工 ( 上 海 ) 生 
物 有 限 公 司 进行 测序 。 
恨 据 克 隆 得 到 的 黄河 裸 裂 周 鱼 肌 肉 MSTN 
cDNA 核心 片段 及 试剂 盒 要 求 分 别 设计 5-RACE fik 
套 引 物 MSTN5AI 和 MSTN5A1, 以 及 3-RACE fi 
套 引 物 MSTN3AI 和 MSTN3A1( 表 1). RACE 采用 
5'-Full RACE Kit 和 3-Full RACE Core Set Ver.2.0, 
按 其 推荐 方法 进行 , RACE. 产物 经 纯化 和 克隆 后 进 
行 测序 。 




















































































































表 1 黄河 裸 裂 所 鱼 MSTN 基因 克隆 及 分 析 引 物 
Tab.1 Primers for MSTN clone and analysis in 
Schizopygopsis pylzovi 





引物 名 称 序列 5 一 3) 
Primer Sequence 

MSTNF GGCTGGGACTGGATTATTG 
MSTNR CCCTCTCTGTTTCTCTTGGAT 
MSTNS5AI GAGCAATAATCCAGTCCCAGCCGAA 
MSTN5A2 TTATCTCAATGCCCCAGTTGGTCTCCG 
MSTN3AI CTGGACTTGGGAATGGACACTT 
MSTN3A2 CCACCCTCCATTATCAGTGCTTTC 
MSTNintronlF TCTCAGCAAACTCCGACTCAAACA 
MSTNintronl R CCGTCCGTAAGAGGCATCAGG 
MSTNintron2F AGCGACCACCGTCTTCTTACAGATA 
MSTNintron2R TTTGGACCCTCCGAGATTTICAC 
MSTNrealF AATAATCCAGTCCCAGCCGAAG 
MSTNrealR CCCGACCTCACCAAGCACAACA 
GAPDHF TAAGGCAGAAGGCGGCAAGC 
GAPDHR GTGAAAACACCAGTAGACTCCACAACA 


1.2.2 ”基因 组 DNA 扩 增 采用 Qi et al(2008) 的 方 
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个 组 织 总 RNA 的 提取 同 前 , 总 RNA 经 DNase I 
( RNse free) 处 理 , 平衡 其 起 始 浓度 后 ， 分 别 反 转 
录 合 成 cDNA 模板 (方法 同上 )。 根 据 拼接 获得 的 
MSTN 全 长 cDNA 序列 , 设计 半 定 量 RT-PCR 和 
Real-Time PCR 引物 (MSTNrealF 和 MSTNrealR). 

用 于 半 定 量 RT-PCR 和 Real-Time PCR 的 内 标 
GAPDH 基因 引物 为 GAPDHF 和 GAPDHR( 表 1). 

以 各 组 织 的 反 转 录 产 物 为 模板 , 利用 MSTNrealF 和 
MSTNrealR 为 引物 进行 扩 增 。PCR 反应 体系 为 25 
uL, PCR. 反应 程序 为 : 94 'C,3 min; 94 'C 305, 58 
C 30 s, 72 'C 45 s, 30(MSTN)8 25(GAPDHY^ ff 
环 后 72 ‘C 延 伸 5 min. PCR. 产物 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 
电泳 检测 并 拍照 。 

1.24 Real-Time PCR 法 检测 胚胎 不 同 发 育 期 的 
MSTN 表达 水 平 “根据 黄河 裸 裂 反 鱼 豚 胎 不 同 发 育 
期 , 每 期 取样 3 份 ,分别 来 自 3 AIME. RECHTE 
品 由 10 枚 胚胎 组 成 ,混合 在 一 起 提取 总 RNA( 方 法 
同上 ), 利用 PrimeScript" RT reagent Kit 试剂 盒 反 转 
KAR cDNA illi, 依照 SYBR? Premix Ex Taq ^ iX 
剂 盒 进 行 Real-time PCR 分 析 。 20 uL 反应 体系 中 包 
JE: SYBR® Premix Ex Taq "10 pL、 上 上 下游 引 物 (10 
umol/L)4* 0.4 uL.cDNA 模板 2.0 uL.ddH5O 7.2 uL. 

Real-time PCR 时 , 每 份 样品 重复 3 次 ,结果 采用 

2 法 分 析 。 

1.2.5 数据 分 析 采用 Lasergene 7.0(Burland, 2000) 
软件 对 所 克隆 的 基因 序列 进行 阅读 框 分 析 、 氨 基 酸 
序列 推定 ; Blastx 程序 (http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi) 进行 蛋白 质 相 似 性 搜索 ; DNAMAN 
Version 6.0(http://www.lynnon.com) 进 行 氨 基 酸 序列 
同 源 性 比较 ; ExPASy - Tools (http://www.expasy.ch/ 
tools/) 对 MSTN 蛋白 的 后 化 特性 和 蛋白质 功能 位 
点 进行 预测 和 分 析 ; Signal P 4.0 server(http://www. 
cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 进行 信号 肽 分 析 ; 
MEGA3.1(Kumar et al，2004) 软 件 进行 碱 基 组 成 和 
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法 提取 黄河 裸 裂 瓜 鱼 肌肉 组 织 基因 组 DNA。 由 已 发 



































变异 分 析 并 构建 邻接 (Neighbor - joining, NJ) 系 统 发 











RAES MSTN 基因 序列 推测 ,黄河 裸 裂 赔 鱼 





























育 树 。 应 用 GSDS(http://gsds.cbi.pku.edu.cn) 绘 制 基 











MSTN 基因 含有 2 个 内 含 子 , 在 推测 的 内 含 子 位 置 
两 端 分 别 设 计 特 异 引 物 MSTNintronlF 、 

MSTNintronlR 和 MSTNintron2F、MSTNintron2R 
( 表 1), 以 基因 组 DNA 为 模板 扩 增 两 个 内 含 子 , 扩 
增产 物 经 纯化 和 克隆 后 进行 测序 。 
1.2.3” 半 定量 RT-PCR 检测 ”黄河 裸 裂 抬 鱼 心脏 、 

ITERE E. HL. Hp. HEU. Hae. SECURUS ARGA 9 
































3 
























































因 结构 示意 图 并 手工 修改 。 
2 结果 与 分 析 
21 MARAE MSTN 全 长 cDNA 及 氨基 酸 序 
列 分 析 
黄河 裸 裂 局 色 MSTN 基因 cDNA 全 长 为 2 180 
bp， 其 中 开放 阅读 框 (ORF) 长 1 128 bp， 编 码 375 个 
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氨基 酸 ; 5'- 端 非 翻译 区 (5'-UTR) 长 76 bp，3'- 端 非 翻 
译 区 (3'-UTR) 长 976 bp, 包括 典型 的 多 聚 腺 音 酸 加 
尾 信 号 序列 (ATAAA) 和 polyA 尾 。 信和 号 肽 预测 结果 
显示 , 在 其 N 末端 含有 一 个 22 个 氨基 酸 组 成 的 信 
号 肽 序列 ， 切 割 位 点 位 于 22 位 Gly 和 23 位 的 Asp 
之 间 , 起 始 密码 子 为 ATG, 终止 密码 子 为 TGA( 图 1)。 

序列 分 析 显 示 ,， 黄河 裸 裂 瓜 鱼 MSTN 包含 两 端 
保守 区 域 ， TGF-B 前 肽 区 域 (41~257) 和 TGF-B 功能 
区 域 (278~375)。 黄 河 裸 裂 凤 鱼 MSTN 具有 典型 的 
RXXR 蛋白酶 水 解 位 点 (263~266)。 全 序列 中 有 3 个 
N- 酰 基 化 位 点 (N-myristoylation site)、2 个 N- 糖 基 化 
位 点 (N-glycosylation site), 6 个 酷 蛋 白 激酶 开 磷 酸 
化 位 点 (casein kinase II phosphorylation site). 2 个 蛋 
白 激 酶 C 磷酸 化 位 点 (protein kinase C phosphorylation 
site) 和 14 个 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 位 点 (16、40、43、 
138、139、272、281、282、309、313、339、340、 
372、374), 其 中 5 个 位 于 TGF-B 前 肽 区 域 ，8 个 位 
于 TGF-B 功能 区 域 , 1 个 位 于 信号 肽 区 域 (图 1). 
2.2 WARRE MSTN 基因 内 含 子 序列 与 分 布 

将 测序 得 到 的 序列 在 NCBI 网 站 上 BLAST 确 
认 和 比 对 后 , 确定 黄河 裸 裂 反刍 MSTN 基因 2 个 内 
含 子 序列 。 内 含 子 1 长 660 bp， 内 含 子 2 长 898 bp, 
此 获得 黄河 裸 裂 后 鱼 MSTN 基因 全 长 为 3738 bp 
(GenBank NO. JX088635). EIJERRA MSTN 基 
因 2 个 内 含 子 将 1 128 bp 的 编码 序列 分 隔 成 3 个 外 
ETF: 外 显 子 1 为 376 bp、 外 显 子 2 为 370 bp. 
外 显 子 3 为 382 bp (图 2). 
2.5 MSTN 序列 同 源 性 与 系统 发 育 分 析 

应 用 DNAMAN Version 6.0 软件 ， 比 较 黄 河 裸 
ARBA, DE y EL. S. WOO. M 
















































































— 











































































































































































































































































































形态 学 的 鱼 类 系统 发 育 研究 结论 
1991; Saitoh et al, 2006). 
24 EmA AE MSTN 基因 的 组 织 特异 性 表达 

采用 半 定 量 RT-PCR 方法 , 检测 了 MSTN 基因 
mRNA 在 黄河 裸 裂 周 鱼 心脏 、 肝 胰 脏 、 肾 、 肌 肉 、 
脑 、 脂 肪 、 肠 、 鳃 和 精 梨 共 9 个 组 织 中 的 表达 情况 
(图 4). £i HL MSTN mRNA 在 黄河 裸 裂 凤 鱼 心 、 
肾 、 肠 、 精 梨 中 表达 量 最 高 ,肌肉 、 脑 组 织 中 的 表 
达 量 次 之 , 脂肪 和 鳃 中 有 微量 表达 ， 肝 胰 胜 中 有 极 
少量 表达 。 
2.5 ”黄河 裸 裂 民 鱼 胚胎 不 同 发 育 期 MSTN 基因 的 

表达 

LIRIA EA, BAW TRESURHH. d& 
官 形 成 期 、 尾 芽 期 、 肌 肉 效应 器 、 心 跳 期 、 孵 化 期 
胚胎 cDNA 为 模板 , 通过 Real-Time PCR 分 析 发 现 ， 
XE i ERA fa IW ate MSIN 表达 量 最 高 ， 其 
次 是 器 官 形成 期 早期 (受精 后 第 5 X), WEHA 
期 早期 (受精 后 第 3 天 ) 最 低 。 以 受精 后 4h MSTN 基 
因 表 达 量 为 对 照 , 尾 芽 期 、 器 官 形成 期 早期 (受精 后 
第 5 X) 肌肉 效 应 器 和 心跳 期 基因 表达 量 分别 是 受 
精 后 4h 的 2.08、1.81 、1.61 和 1.49 倍 ; 而 神经 胚 
期 早期 (受精 后 第 3 天 )、 器 官 形成 期 后 期 (受精 后 第 
7 天 ) 和 孵化 期 表达 量 分 别 是 受精 后 4 h 的 0.33、 
0.46 和 0.66 倍 ， 其 余 各 时 期 表达 量变 化 不 明显 
(图 5). 


3 i it 


AC SG EIRA SCIREERAR pu f& MSTN JEEP] H 
他 兰 椎 动物 的 MSTN 共有 较 高 的 同 源 性 ， 结 构 分 析 
显示 克隆 所 得 序列 拥有 3 个 外 显 子 和 2 个 内 合子， 


























































































































































































































































































































































































































fk. EMI RAMM, HA A fH. vl 
原 鲤 、 虹 鲜 鱼 和 松江 鲈 的 MSTN 氨基 酸 同 源 性 。 结 
果 显 示 ,， 黄 河 裸 裂 瓜 鱼 与 以 上 物种 序列 同 源 性 分 别 
为 64.7%、63.4%、65.0%、62.9%、64.7%、95.5%、 
95.896. 95.796. 96.096. 96.096. 92.690. 96.696. 
96.396. 96.6%, 86.7961 80.196. 

基于 黄河 裸 裂 拟 鱼 MSTN 氮 基 酸 序列 和 



















































































昌 外 显 子 和 内 含 子 的 前 切 位 点 均 遵 循 “GT…AG” 
法 则 。 黄 河 裸 裂 瓜 鱼 MSTN 基因 编码 375 个 氨基 酸 ， 
推导 的 氨基 酸 序列 中 含有 RXXR 和 蛋白酶 水 解 位 点 ， 
在 C 端 生物 活性 区 含有 8 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 ， 
并 且 整 条 多 肽 链 包含 两 个 典型 的 TGF-B 结构 域 : B] 
TGF-B 前 肽 区 域 (41~257) 和 TGF-B 功能 区 域 
(278-375), 符合 TGF-p 超 家 族 和 蛋白 的 特征 ， 与 其 他 
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GenBank Zi KRAF SHE INL PU RATE. EHE 
物 系统 发 育 树 (图 3)。 从 图 中 可 以 看 出 ,系统 发 育 树 
将 兰 椎 动物 分 成 2 个 主要 族群 ,其 中 1 个 族群 由 人 、 
甫 乳 动物 和 禽类 组 成 ， 另 一 族群 由 鱼 类 组 成 。 呐 
河 裸 裂 所 鱼 与 其 他 鲤 科 鱼 类 ,如 草鱼 、 鳞 鱼 、 鲤 、 
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THEZIMIS MSTN 和 蛋白 一 致 (McPherron et al, 1997; 
Li et al, 2007; Lu et al, 2010)。 基 于 MSTN AERA 
PERERA KEES 2 个 主要 族群 H 
中 由 人 、 哺 乳 动物 和 鸡 组 成 一 个 族群 ， 所 有 鱼 类 组 
成 男 一 个 族群 。 黄河 裸 裂 凤 鱼 与 其 他 鱼 类 ,如 草鱼 、 
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灰 1 

















































































时 ” 燕 等 ， 黄河 裸 裂 赔 鱼 肌 肉 生 长 抑制 素 基因 克隆 及 表达 分 析 
ATCTACTTGTCCGGTGCGTGGTGAGGTTCATTTCCATAGCAAATCAGATCAAACATCCTTTGGCACGCTTTGGAAC [76] 
ATG CAT TTT ACA CAG GTT TTA ATT TAT CTA AGT GTA TTT ATT GCA TGC GGT TCA GTG AGT [136] 
Met His Phe Thr Gln Val Leu Ile Tyr Leu Ser Val Phe Ile Ala Cys Gly Ser Val Eed [20] 
Signal peptide (1-22) A 
CAT GGA GAT ATA ACG GCG CAC CAG CAG CCT GAG CAG TGT [196] 
Ile Thr Ala His Glin Gin Pro Giu Gin Cys [40] 
CK-2 (20-23) A 
TCC ACA TGT GAG TTC AGA CAA CAC AGC AAG AAG TCC CAA [256] 
Cys Glu| Phe Gln His Ser Lys | Lys Ser Gln [60] 
CK-2 (41-44) À 
ATT CTC AGC AAA CTC CGA CTC AAA CAG GCT CCA AAT ATT AGC CGG GAC GTG GTC AAG CAG [316] 
Ile Leu Ser Lys Leu Arg Leu Lys Gln Ala Pro Asp Val Val Lys Gln [80] 
N-glycosylation (72-75) 
CTG TTA CCC AAA GCA CCG CCT TTG CAA CAA CTT CTG GAT CAG TAC GAT GTT CTG GGG GAT [376] 
Leu Leu Pro Lys Ala Pro Pro Leu Gln Gln Leu Leu Asp Gln Tyr Asp Val Leu Gly Asp [100] 
GAA GAG GAT GAT GAA CAT GCC ACC ACC GAG ACC ATC ATG [436] 
Glu Asp Asp Glu His Ala Thr Thr Glu Thr Ile Met [120] 
N-myristoylation (101-106) 
ACC ATG GCC ACA GAG CCT GAC CCA ATC GTT CAA GTA GAT CGG AAA CCG AAG TGT TGT TTT [496] 
Thr Met j i 4 Pro Ile Val Gln Val Asp Arg Lys Pro Lys Cys Cys Phe [140] 
CK-2 (124-127) A A 
TTC TCC TTC AGT CCG AAG ATT CAA GCG CGG ATC GTA AAA GCG CAG CTG TGG GTT CAT [556] 
Phe Ser Phe Gin Ala Asn Arg Ile Val Lys Ala Gin Leu Trp Val His [160] 
PKC (144-146) 
CTG AGA CCG GCG GAA GGA GCG ACC ACC GTC TTC TTA CAG ATA TCA CGC CTG ATG CCT CTT [616] 
Leu Arg Pro Ala Glu Gly Ala Thr Thr Val Phe Leu Gln Ile Ser Arg Leu Met Pro Leu [180] 
ACG GAC GGA GGA AGG CAC ATA CGA ATA CGA TCC CTG ATC GAT GTG AAC GCA GGA GTG [676] 
Thr Asp Gly Gly Arg His Ile Arg Ile Arg Asp Val Asn Ala Giy Val [200] 
PKC (191-193) 
ACA TCT TGG CAG AGT ATA GAC GTA AAA CAG GTG CTC GCG GTG TGG TTA AGA CAG CCG GAG [736] 
Thr Ser Trp Gln Ser Ile Asp Val Lys Gln Val Leu Ala Val Trp Leu Arg Gln Pro Glu [220] 
ACC AAC TGG GGC ATT GAG ATA AAC GCG TAT GAC GCG AAG GGA AAC TTG GCC GTC ACC [796] 
Thr Asn Trp p 3 Asp Ala Lys 1 ja vam Ehz) t2401 
ATG [856] 
Met Glu z [260] 
GAC [916] 
Ile A ' Leu Asp|Cys Asp [280] 
RXXR CK-2 (268-271) A 
TGC TGC AGG TAC CCG CTC ACT GTG GAC TTC GAG GAC TTC GGC TGG GAC TGG ATT ATT GCT [976] 
Cys Cys Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Asp Phe Gly Trp Asp Trp Ile Ile Ala [300] 
A A 
CCA AAA CGC TAT AAG GCG AAT TAT TGT TCT GGA GAA TAC ATG CAC CTG CAG AAA [1036] 
Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Tyr Met 1 Gln Lys [320] 
A 
TAT CCC CAC ACC CAT CTG GTG AAC AAG GCC AAC CCG ACC GCC GGG CCC TGC TGC [1096] 
Tyr Pro His Thr His Leu Val Asn Lys Ala Asn Pro r Thr Ala Gly Pro Cys Cys [340] 
A A 
ACC CCC ACC AAG ATG TCT CCC ATC AAC ATG CTT TAC TTC AAC GGC AAA GAG CAG ATC ATC [1156] 
Thr Pro Thr Lys Met Ser Pro Ile Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gin Ile Ile [360] 
TAC GGC AAG ATC CCC TCA ATG GTA GTA GAC CGC TGT GGC TGC TCG TGA [1204] 
Tyr Gly Lys Ile Pro Ser Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser * [375] 
A 
ACCAGTGCCCAGACAGGACTCGATTCGTCTCACAGGCCCGGACATCTGATCACACCACCCACCCTCCATTATCAGTGCTT [1284] 
TCCGCAAGACACTGTGCAATAGATGGACGCTCACTCACTCTCTGGGCACCGCTTCATATGACTATGTTTTTTGTCATTTT [1364] 
CCTCTAAATCGGCATCTCTGCCACAGGAGTCCAATGTTACATGGATGTACTAAAGGAATGTTATATACAGGCTGGACTTG [1444] 
GGAATGGACACTTTTGAAATGGACGACATTCTCTGCTTTATTTCATGTTTTCACCTTGTCAGAATTCTCTCATTAGGATA [1524] 
CGCAGACAACATTGTATTACGCAACCACTCCAAAATACAATCATTTAGATTTGCTGTAACAGCTGAGCTTGTTTAAGAAG [1604] 
GGTATCCAAGAGAAACAGAGAGGGACTCTTGAACATTGAACAGAGCTTGAATACAGTTATTTGACGCAAACTTCCACACA [1684] 
CACTACAATAAACACACAGATCGAATTGTTAATTGTAGCTTTTGTCCACTACGCATTTGTCAAACAGCCCTACACACTTG [1764] 
AAGTATTATTGAAATCGGCATTAGGGGACAGAAGGACTTGAAGCAAAGGTGCTGTGAATGCGGTCTATACATTGAAATGT [1844] 
GTTCGAGACAGAGACATCAGAACTGTAAGAATGAATGTTAATATCACGCTAACACTCTGTTTTCAAACCACACAGTTTGC [1924] 
ACTATGGCAGACCAATAGAAAAAATTGGTTGCTAAAAATGTTGTAAAAACAGATTTTGATATGTTTGCTAATTGTATTGT [2004] 
ATACTTGCCATTGTTTCCATTAACAGTTGCCTTTTTTTAACCACGGTTAGTACATGTATAGGAACACGAAATAGCAAAAA [2084] 
AGTGTACAATATAAATTTATGTATCTGTTCAAACAAATAAAGGTGCTTGCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA [2164] 
AAAAAAAAAAAAAAAA [2180 . 
图 1 黄河 裸 裂 同色 MSTN 基因 cDNA 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 MSTN cDNA and deduced amino acid sequence of Schizopygopsis pylzovi 


色 阴 影 表 示 信 号 肽 序列 (1-22)， 下 划 线 表示 和 蛋 








CK-2: ERE 








激酶 工 磷酸 化 作 



























































水 解 酶 位 点 (RXXR)，A 表示 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 ，* 
位 点 ; N-glycosylation: N- 糖 基 化 位 点 ; N-myristoylation: N- 栈 基 化 位 点 ; PKC: , 4 
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示 终 止 密码 子 。 图 中 缩写 代表 各 功能 域 , 即 

















位 点 。 


The signal peptide sequence is marked with shadow box (1-22). The conservatively hydrolytic site (RXXR) is underlined. Black triangles indicate the 


conservative cysteine residues. Asterisk indicates stop codon. The abbreviation of motifs is presented as follows: CK-2, casein kinase II phosphorylation site; 


N-glycosylation, N-glycosylation site; N-myristoylation, N-myristoylation site; PKC, protein kinase C phosphorylation site. 
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图 2 黄河 裸 裂 凤 鱼 MSTN 基因 结构 示意 图 
Fig.2 MSTN gene structure of Schizopygopsis pylzovi 
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图 3 基于 MSTN 基因 氨基 酸 序列 构建 的 部 分 兰 椎 动物 系统 发 育 树 
Fig.3 Phylogenetic tree of representative vertebrates based on MSTN amino acid sequences 

节点 上 数据 表示 1 000 次 重复 的 支持 率 (%, 仅 显 示 宇 50% 的 值 )。 各 物种 MSTN 序列 登录 号 分 别 为 : 人 (ABI48422)、 小 限 QNM_010834)、 猪 (ABR08657)、 
HEF (ABY 74330). 35(ACY68210), 5:ft (ACBA45875). “ifa (AEJ83922), fii(ADK94456). EB (ADDT71156). fiit f flllLACK 76230). BE fh (AAP85526). 
PREHER(AENT5197). fll(&CS92640). Zi S(ADD71155), WIfAG(NP 001117754) RU PA 7E (GU198192). 
Numbers at the nodes denote the bootstrap values of 1,000 replicates (only those 25096 are shown). GenBank accession numbers of MSTN sequences used are: 
Homo sapiens, ABIA8422; Mus musculus, NM 010834; Sus scrofa, ABR08657; Bos grunniens, ABY74330; Gallus gallus, ACY68210; Ctenopharyngodon 
idella, ACB45875; Hypophthalmichthys nobilis, AEJ83922; Elopichthys bambusa, ADK94456; Megalobrama pellegrini, ADD71156; Gobiocypris rarus, 
ACK76230; Danio rerio, AAP85526; Labeo fimbriatus, AEN75197; Cyprinus carpio, ACS92640; Procypris rabaudi, ADD71155; Oncorhynchus mykiss, 
NP. 001117754; Trachidermus fasciatus, GU198192. 
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4» 肝 胰 CHR 肌肉 脑 脂肪 (e e 精 集 表达 不 尽 相 同 。 在 成 体 小 鼠 中 , MSTN H 
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~ 强烈 表达 
100 or o o L, E NE NE E NER 

-0 o --—-—————— PEARLS D UE 

表达 (McPherron et al, 1997); 在 猪 中 除 骨 骼 肌 外 ， 

图 4 黄河 裸 裂 的 鱼 MSTN 基 因 的 半 定 量 RT-PCR 检测 结果 ”乳腺 中 也 有 表达 , 提示 MSTN 基因 与 母 猪 妊 垦 或 泌 

Fig. 4 Detection Ed expression in Schizopygopsis s Uy, N^ AH xg et al, 1998); EEM 

pylzovi by semiquantitative reverse transcription PCR 

M: 100 bp 分 子 量 标记 (100 bp molecular marker). . 中 除 骨骼 肌 外 , 心脏 组 织 中 有 MSTN 基因 的 表达 ， 

且 定 位 于 心脏 的 浦 表 野 氏 纤维 和 心肌 细胞 中 , 说明 

这 与 基于 形态 学 的 鱼 类 系统 发 育 研究 结论 一 致 (Wu ”在 羊 和 和 牛 心肌 发 育 过 程 , MSTN 也 起 到 重要 作用 

& Wu, 1991; Saitoh et al, 2006). (Sharma et al,1999)。 鱼 类 MSTN 在 机 体 中 的 分 布 比 

研究 表明 , 哺乳 动物 与 鱼 类 MSTN 基因 的 组 织 。 “哺乳 动物 广泛 , 除了 在 骨骼 肌 表达 以 外 , 还 可 以 在 
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图 5 EMR KEMARA 3] MSTN mRNA 的 








相对 表达 量 
Fig.5 Real-time PCR analysis of MSTN transcripts of 
embryos in different development stages 

X 坐标 中 数字 分 别 表示 : 1: 卵 裂 期 (受精 后 约 4 hy 2: 圳 胚 期 (受精 后 第 
1 天 ); 3: 原 肠 胚 期 (受精 后 第 2 天 ); 4~5: 神经 胚 期 (受精 后 第 3~4 天 ); 6-8: 
器 官 形成 期 (受精 后 第 5~7 K); 9: 尾 芽 期 (受精 后 第 8 天 ); 10: 肌肉 效应 
器 (受精 后 第 9 天 ); 11: 心 跳 期 (受精 后 第 10 K); 12: 孵化 期 (受精 后 第 11 
大 )。 


The numbers of X-axis are presented as follows: 1, cleavage stage (about 4 

















hours after fertilization); 2, blastula stage(day 1 after fertilization); 3， 
gastrula stage (day 2 after fertilization); 4-5, neurula stage (from days 3-4 
after fertilization ); 6-8, organogenetic stage (from days 5-7 after 
fertilization); 9. tail-bud stage (day 8 after fertilization); 10, muscular 
contraction stage (day 9 after fertilization ); 11, heartbeat stage (the day 10 


after fertilization); 12, hatching stage (from day 11-12 after fertilization). 




















£^gupAGA, nu. Wa. SS. Uf. HEHÉ. HR. 
心 、 肝 、 TERRAS ; Amali et al(2003) 发 现 斑马 鱼 MSTN 
基因 的 表达 不 仅仅 限于 骨骼 肌 , 在 所 有 检测 的 组 织 ， 
WT. M. Tj. Óüg. R, FSÉR. Uf. LP. HRGRI 
脑 中 均 有 表达 , 在 大 西洋 钾 鱼 的 研究 中 也 获得 与 斑 
马 鱼 基本 相同 的 结果 (Rescan et al, 2001)。 普 通 鲤 鱼 
MSTN 基因 主要 在 肌肉 和 脑 部 表达 ， 其 他 组 织 无 表 
达 (Li et al, 2007), ifi fi&f] MSTN 基因 在 组 织 中 的 表 
达 较 为 广泛 (Yu et al 2010)。 由 此 可 见 ， 即便 是 在 硬 


骨 鱼 类 中 , MSTN 基因 的 表达 也 有 所 差异 。 本 研究 发 
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现 ，MSTN 基因 在 黄河 裸 裂 册 鱼 心 、 肾 、 肠 、 精 偶 、 
肌肉 、 脑 、 脂 肪 、 鳃 、 肝 胰 脏 组 织 中 均 有 表达 ， 从 
表达 特征 和 表达 水 平 来 看 与 其 他 硬 骨 鱼 类 一 定 差 
异 , 这 可 能 暗示 黄河 裸 裂 所 WMS7NX 基因 除 对 肌肉 生 
长 发 育 起 到 调控 作用 以 外 ,可 能 还 有 其 他 功能 ， 如 
参与 代谢 功能 、 性 腺 和 心肌 发 育 调控 。 

MSTN 基因 在 小 鼠 豚 胎 发 育 到 9.5 d 的 1/3 体 节 
中 开始 表达 ,只 限于 最 成 熟 的 吻 端 部 分 , 在 小 鼠 发 
育 到 10.5 a 时 , 在 所 有 生 肌 节 中 均 可 检测 到 MSTN 
基因 的 表达 ; 斑马 鱼 MS7V 基 因 的 表达 是 母 源 性 的 ， 
从 1 细胞 就 开始 表达 (Amali et al, 2003); Vianello et 
al(2003) 也 发 现 斑马 鱼 的 MSTN 转录 子 在 1 细胞 中 
就 出 现 , 受精 后 8 h 降低 , 在 受精 后 16 h, MSTN 
mRNA 水 平 再 次 增加 ， 显 示 由 豚 胎 转 录 而 来 ， 预 示 
肌肉 细胞 分 化 的 开始 , 受精 后 24 h， 当 体 节 发 生 几 
平 完成 的 时 候 ，MSTN mRNA 轻微 降低 ; DE X FÉ 
fili MSTN 基因 在 受精 后 第 一 天 的 及 胎 中 就 开始 表达 
(Kocabas et al, 2002), TI Æ 7 FAITA HG RA E 
程 中 并 没有 检测 到 MSTN 基因 的 表达 (Xu & Chen, 
2008)。 虽 然 本 研究 未 检测 黄河 裸 裂 拟 鱼 MSTN 1E 1 
细胞 期 的 表达 情况 , 但 是 在 卵 裂 期 已 经 开始 表达 ， 
并 且 在 孵化 至 第 3 天 时 MSTN mRNA 水 平 明显 下 降 ， 
可 能 预示 肌肉 细胞 分 化 的 开始 ; 在 器 官 形成 期 早期 
(受精 后 第 5 天 )、 尾 芽 期 、 肌 肉 效应 器 和 心跳 期 
MSTN mRNA 水 平 再 次 增加 ， 表 现 出 与 斑马 鱼 和 其 
鱼 类 胚胎 不 同 的 MSTN 基因 表达 特征 。 黄 河 裸 裂 
fa MSTN 基因 在 豚 胎 不 同 发 育 阶 段 的 独特 表达 特 
征 暗示 , MSTN 的 功能 可 能 并 不 局 限 在 对 肌肉 生长 
育 的 负 调 控 作 用, BESEM E TREH 
功能 还 有 待 进一步 研究 和 证 实 。 
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